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Abstrakt 
Cílem diplomové práce bylo studium vlivu akumulace polyhydroxyalkanoátů (PHA) na 
odolnost bakterií vůči vybraným stresovým faktorům. V teoretické části byla zpracována 
literární rešerše zabývající se vybranými stresovými faktory, polyhydroxyalkanoáty 
a zapojením polyhydroxyalkanoátů do stresové odpovědi. V experimentální části byla použita 
bakterie Cupriavidus necator H16 a její mutantní kmen Cupriavidus necator H16/PHB-4 
neschopný akumulace polyhydroxybutyrátu (PHB). Byla testována odolnost výše zmíněných 
bakteriálních kmenů vůči teplotnímu a osmotickému stresu. Na základě výsledků 
experimentu, kdy byly bakterie vystaveny 3 různým koncentracím NaCl (50, 100 a 200 g/l), 
bylo zjištěno, že PHB akumulující kmen vykazuje vyšší odolnost vůči hyperosmotickému 
stresu než jeho PHB neprodukující mutant. Ramanovou spektroskopií bylo dokázáno, že 
v hyperosmotickém prostředí došlo ke krystalizaci intracelulárních PHB granulí. Transmisní 
elektronovou mikroskopií bylo zjištěno, že kmen Cupriavidus necator H16/PHB-4 podléhá 
při hyperosmotickém stresu plazmolýze. U kmene Cupriavidus necator H16 dochází vlivem 
hyperosmotického stresu k agregaci intracelulárních PHB granulí, ale k plazmolýze nedochází 
nebo je výrazně méně intenzivní.  
 
Abstract 
The aim of the master thesis was to study the effect of the accumulation of 
polyhydroxyalkanoates (PHA) for bacterial resistance to selected stress factors. In the 
theoretical part the selected stress factors, polyhydroxyalkanoates and the involvement of 
polyhydroxyalkanoates into stress response of bacteria were reviewed. In the experimental 
part we used bacteria Cupriavidus necator H16 and its mutant strain 
Cupriavidus necator H16/PHB-4 unable of polyhydroxybutyrate (PHB) accumulation. The 
resistance of above-mentioned bacterial strains against thermal and osmotic stress was tested. 
According to the results of the experiment, when the bacteria were exposed to three different 
concentrations of NaCl (50, 100 and 200 g/l) PHB accumulating strain showed a higer 
resistance to hyperosmotic stress than the strain unable of PHB accumulation. There was 
demonstrated with Raman spectroscopy that in the hyperosmotic environment induced 
crystallization of the intracellular PHB granules. Transmission electron microscopy indicated 
that strain Cupriavidus necator H16/PHB-4 is subject to plasmolysis during hyperosmotic 
stress. As a consequence the hyperosmomotic stress occurs to the aggregation intracellular 
PHB granules in strain Cupriavidus necator H16 but there is no plasmolysis or is much less 
intensive.  
 
Klíčová slova 
Polyhydroxyalkanoáty, stresová odpověď bakterií, hyperosmotický stres, 
Cupriavidus necator H16, Cupriavidus necator PHB-4 
 
Keywords 
Polyhydroxyalkanoates, stress response of bacteria, hyperosmotic stress, 
Cupriavidus necator H16, Cupriavidus necator PHB-4 
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1 ÚVOD 
Volně žijící bakterie jsou často vystavovány stresovým podmínkám. Mezi nejčastější 
stresové faktory patří například hladovění, nízká a vysoká teplota, osmotický tlak, UV záření, 
oxidační stres, nevhodné pH nebo přítomnost toxických látek. Aby bakterie přežily, musí na 
tyto podmínky správně zareagovat a rychle se na ně adaptovat. 
Stres můžeme obecně brát jako odchylku od optimálních podmínek, a pokud by na něj 
bakterie včas nezareagovaly, došlo by k jejich poškození a následné smrti. Stresová odpověď 
bakterií je na úrovni regulace genové exprese zprostředkována pomocí podjednotky RNA 
polymerázy, sigma faktoru, který má klíčovou roli při iniciaci transkripce. 
Polyhydroxyalkanoáty (PHA) jsou pro mnohé bakterie zásobním zdrojem uhlíku a energie. 
Nejlépe prostudovaným PHA je homopolymer 3-hydroxybutyrátu, polyhydroxybutyrát 
(PHB). Za modelový organismus pro jeho metabolismus je považován zejména bakteriální 
kmen Cupriavidus necator H16. Výhodou těchto polymerů je jejich biodegradovatelnost, ke 
které za působení vhodné mikroflóry dochází v řádu několika měsíců. Důležitý faktor, který 
stále brání rozsáhlému nahrazení syntetických plastů za tento biodegradovatelný polymer je 
příliš vysoká cena jeho výroby. 
Akumulace PHB a jeho následná intracelulární degradace bakteriím usnadňují přežít za 
stresových podmínek. Mnohými studiemi byla prokázána zvýšená odolnost vůči stresovým 
faktorům u bakteriálních kmenů akumulujících PHA v porovnání s neprodukčními kmeny. 
Cílem mé diplomové práce bylo studium vlivu akumulace PHA na odolnost bakterií vůči 
teplotnímu a osmotickému stresu. Jako modelový mikroorganismus byl použit bakteriální 
kmen C. necator H16 a jeho PHB neakumulující mutant C. necator PHB-4. V experimentální 
části bylo pro studium bakteriálního stresu využito mnoho různých technik, jako např. 
průtoková cytometrie, transmisní elektronová mikroskopie, skenovací elektronová 
mikroskopie, fluorescenční mikroskopie, Ramanova spektroskopie nebo termogravimetrická 
analýza. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Stresová odpověď bakterií 
Většina bakterií žije v dynamickém prostředí, kde se teplota, dostupnost potravy 
a přítomnost různých látek liší. Rychlá adaptace na tyto přírodní změny je prováděna sériemi 
globálních regulačních sítí, které kontrolují simultánní expresi rozsáhlého počtu genů. Jsou 
zde globální regulační systémy, které reagují na změny teploty, pH, dostupnost živin, solí 
a přítomnost oxidačních činidel [1]. 
Úroveň odezvy pomocí těchto regulačních sítí je úměrná rozsahu změn. Hladina odezvy je 
nejvyšší při takových změnách, které představují stresové podmínky. Kontrolní sítě jsou 
označeny jako systém stresové odpovědi. Avšak podmínky, za kterých je systém odpovědi 
aktivován se výrazně liší od jednoho organismu k druhému. Např. teplota, ve které je heat-
shock odpověď aktivována, bude nižší pro mezofily než pro termofily. Při osmotickém stresu 
bude zase odpověď zcela odlišná u halofilů [1]. 
Rodina transkripčních faktorů s rolí stresové odpovědi je podjednotka RNA polymerázy, 
sigma faktor, který je nezbytný pro iniciaci transkripce. Zde hraje klíčovou roli při 
rozpoznávání promotoru. Každý z několika sigma faktorů v buňce je vyžadován pro 
transkripci specifické podskupiny genů/operonů v rámci jejich regulonu. Například σB 
regulon v Bacillus subtilis obsahuje 200 otevřených čtecích rámců (ORF), které buňce 
poskytují obecnou stresovou odolnost. Zatímco u většiny z ostatních 17 sigma faktorů, každý 
může regulovat méně než 50 ORF [2].  
Alternativní odezvou při vnímání stresu jsou fosforylačně závislé dvousložkové regulační 
systémy. Tyto systémy se skládají z kanonicky membránově zanořené kinázy a regulátoru 
odpovědi. Kináza autofosforyluje konzervovaný histidin po přijetí stresového signálu a tím 
aktivuje svou latentní biologickou funkci [2].  
Regulátory odpovědí jsou transkripční aktivátory vážící se proti směru promotoru ORF, 
které regulují a stimulují iniciaci transkripce interakcí se sigma vazbou v RNA 
polymeráze [2]. 
Sigma faktor RpoS (také nazýván σ38) poskytuje obecné odpovědi na různé druhy stresů 
jako je hladovění, nízká nebo vysoká teplota, vysoký osmotický tlak, kyselé či zásadité 
prostředí. RpoS může být také potřebný při odolnosti vůči UV záření. Nicméně existují i další 
sigma faktory zapojené do stresové odpovědi, jako např. RpoE (σ32) a RpoH (σ32) reagující na 
extrémní teplotní podmínky. U bakterie Cupriavidus metallidurans se RpoH podílí na 
odolnosti vůči chromátu a podobně je také vyžadován u Rhodobacter sphaeroides kvůli 
odolnosti vůči telluričitanu [3]. 
2.2 Charakteristika vybraných stresových faktorů 
2.2.1 Teplotní stres 
Volně žijící bakterie se musí přizpůsobit změnám teploty během střídání dne a noci, 
případně na sezonní změny. Naopak bakterie žijící v oceánech mají obvykle schopnost růst 
v chladu, protože 90 % oceánů má teplotu ≤5 °C. Obecně je možné mikroorganismy podle 
10 
optimální růstové teploty rozdělit do několika hlavních skupin na – psychrofily (kolem 
15 °C), psychrotrofy (20–30 °C), mezofily (kolem 37 °C), termofily (kolem 60 °C) 
a hypertermofily (80 °C a více). Obecně platí, že stresová odpověď je vůči (nejen) teplotnímu 
šoku nejlépe prostudovaná u mezofilní bakterie Escherichia coli [2]. 
 
 
 
 
 
Obrázek 1: Znázornění teplotních rozmezí růstu pro psychrofily, psychrotrofy, mezofily, 
termofily a hypertermofily [4] 
 
Odpověď na šok z chladu (cold shock response) umožňuje buňkám působit proti 
nepříznivým změnám doprovázenými nízkými teplotami především produkcí specifického 
souboru proteinů (cold shock proteins – CSPs). V laboratorních podmínkách je odpověď na 
šok z chladu vyvolána náhlým posunem exponenciálně rostoucí kultury od její optimální 
teploty k teplotám nižším (u E. coli obvykle z 37 °C na 15 °C). Po této změně dochází 
k přechodnému zastavení růstu buněk po dobu 3 až 6 hodin – fáze aklimatizace. Během této 
fáze se produkce většiny proteinů zastaví, s výjimkou za studena indukovaných proteinů. Po 
fázi aklimatizace se buňky přizpůsobí nízké teplotě a dojde k obnovení růstu, avšak 
pomalejším tempem [5].  
Tepelná šoková odpověď (heat shock response) byla první globální regulační systém, který 
byl objeven a je jedním z nejzákladnějších. Tato odezva je obecná a nachází se ve všech 
zkoumaných buňkách. Jedná se tedy o ochranný a homeostatický buněčný proces, který 
zvyšuje termotoleranci. Tepelná šoková odpověď je charakterizována indukcí rozsáhlých setů 
proteinů (heat shock proteins – HSPs) jako výsledek prudkého zvýšení teploty v prostředí. 
Mnoho HSPs jsou molekulární chaperony (např. GroEL, GroES, DnaK) a ATP-dependentní 
proteázy (např. ClpP, Lon), které hrají kritickou roli v obnově skládání proteinů a degradaci 
proteinů za normálních i stresových podmínek [1]. 
teplota [°C] 
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ch
lo
st
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2.2.2 Osmotický stres 
Mechanismus osmotické stresové tolerance určuje, zda bakterie přežije nebo bude růst, 
neboť osmotický stres velmi ovlivňuje strukturu, chemii a fyziku bakteriálních buněk. 
Osmotický tlak závisí na celkové koncentraci rozpuštěných látek v roztoku, tudíž se jedná 
o koligativní vlastnost. To často bývá označováno jako osmolalita, která představuje 
osmotický tlak při konkrétní teplotě v jednotkách koncentrace. Osmolalita přírodního 
bakteriálního prostředí se pohybuje mezi 0 mol/kg (čistá voda) do alespoň 16 mol/kg a je 
způsobena různými rozpuštěnými látkami, jako jsou soli a cukry [1]. 
Bakteriální cytoplazmatická membrána je semipermeabilní, a tak voda proudí do buněk 
a tím dochází ke zředění (snížení intracelulární osmolality), nebo proudí ven z buňky 
a dochází ke zvýšení koncentrace (zvýšení osmolality cytoplazmy) [6].   
Pokud bakterie umístíme do prostředí, kde se koncentrace rozpuštěných látek liší od 
složení cytoplazmy bakterií, můžeme pozorovat různé osmotické jevy. Hlavní příčinou těchto 
jevů je difúze, která zajišťuje vyrovnání koncentrací rozpuštěných látek mezi dvěma různými 
prostředími [7]. 
Pokud je koncentrace rozpuštěných látek v okolí buňky stejná jako koncentrace látek 
uvnitř buňky, jedná se o izoosmotické prostředí. Při tomto jevu nedochází k přítoku vody do 
buňky ani odtoku vody z ní. V případě že je v okolí buňky nižší koncentrace rozpuštěných 
látek než v její cytoplazmě, nachází se buňka v hypoosmotickém prostředí. Pokles vnějšího 
osmotického tlaku způsobuje tok vody do buňky, což může vést dokonce k lyzi buněk 
(osmolýza) [7, 8].  
Při nárůstu vnějšího osmotického tlaku, kdy se buňka nachází v prostředí s vyšší 
koncentrací rozpuštěných látek (hyperosmotické prostředí), voda z buňky odtéká a nastává 
dehydratace. Následkem hyperosmotického stresu dochází k procesu známému jako 
plazmolýza, kdy se cytoplazmatická membrána odchlipuje od buněčné stěny a nastává 
smrštění objemu cytoplazmy. Kinetika a míra plazmolýzy jsou závislé na rozsahu zvýšení 
osmolality média. Molekuly volně difundující přes cytoplazmatickou membránu, jako jsou 
například glycerol nebo ethanol, plazmolýzu nezpůsobují. Buňky trvale vystavené velmi 
vysokému osmotickému tlaku musí udržovat odpovídající vysoké koncentrace rozpuštěných 
látek v cytoplazmatické membráně. Důkazy nasvědčují tomu, že regulace cytoplazmatického 
složení a hydratace jsou klíčovým nástrojem buněčné homeostázy [7, 8]. 
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Obrázek 2: Osmotické jevy působící na bakteriální buňky. a) izotonické (izoosmotické) 
prostředí – nedochází k toku vody; b) hypotonické (hypoosmotické) prostředí – tok vody do 
buňky; pokud je stěna slabá nebo poškozená, může dojít k prasknutí buňky (osmolýza); 
c) hypertonické (hyperosmotické) prostředí – odtok vody z buňky způsobující smrštění 
cytoplazmy (plazmolýza) [9] 
 
Organické rozpuštěné látky, které se za osmotického stresu hromadí v buňkách bez 
poškození buněčných funkcí, se nazývají osmolyty nebo kompatibilní rozpuštěné látky. 
Akumulace glutamátu draselného je první efektivní odpovědí na zvýšení osmotického tlaku 
a může aktivovat další odpovědi osmoregulátorů. Avšak často je preferována akumulace 
organických osmolytů (tzv. kompatibilních látek). Mezi přirozeně se vyskytující osmolyty 
jsou řazeny aminokyseliny a jejich deriváty, cukry a jejich deriváty, ektoiny a další související 
sloučeniny, které jsou vysoce rozpustné ve vodě a jsou bez náboje nebo obojetné [10]. 
Osmoregulace je dosaženo buď aktivním průchodem nabitých látek (K+ nebo glutamát) 
s následným průchodem kompatibilních solutů (trehalóza, prolin, glycin, betain, karnitin) 
nebo syntézou a akumulací osmoprotektantů, jestliže nebyly k dispozici v substrátu. E. coli 
akumuluje betain a prolin za osmotického stresu pomocí specifických transportérů nebo 
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syntetizuje betain z přítomného exogenního cholinu. U E. coli byly popsány dvě skupiny 
transportních systémů pro betain a prolin [11]. 
Sévin a spol. se ve své studii zabývali odpovědí na hyperoosmotický stres u bakterie 
E. coli. Bylo pozorováno, že u 52 % všech detekovaných metabolitů včetně známých 
osmoprotektantů došlo k navýšení koncentrace v souvislosti se zvyšujícím se osmotickým 
tlakem. Dále bylo také zjištěno, že u E. coli vystavené hyperosmotickému stresu došlo ke 
zvýšení koncentrace většiny meziproduktů biosyntetické dráhy ubichinonu-8 (Q8) a samotný 
Q8 byl akumulován ve 110krát vyšším množství [12]. 
 
2.2.3 Oxidační stres 
Bakterie se musí vyrovnat se škodlivými účinky volných radikálů, které jsou produkovány 
jako vedlejší produkty aerobního metabolismu nebo se objevily v jejich prostředí [13]. 
Superoxidem, hydroxylovým radikálem a oxidem dusnatým může dojít k poškození DNA, 
lipidů a proteinů.  Proto bakterie vyvinuly sofistikované molekulární mechanismy, které 
slouží pro identifikaci volných radikálů a aktivaci ochranných systémů [13]. 
Vznik reaktivních forem kyslíku (ROS) je nevyhnutelným aspektem života za aerobních 
podmínek. ROS jsou nepřetržitě produkovány jako vedlejší produkty některých 
metabolických cest. Ve stejnou dobu jsou ROS degradovány prostřednictvím několika 
mechanismů, a to specifickými i nespecifickými. Existují tedy 2 různé procesy, generování 
a degradace ROS. Za určitých okolností je rovnováha mezi generováním ROS a jeho 
eliminací narušena a vede ke zvýšení koncentrace ROS, který se nazývá oxidační stres [13]. 
Více než 90 % kyslíku spotřebovaného živými organismy se používá k výrobě energie 
oxidační fosforylací čtyř-elektronovým mechanismem vedoucím k produkci ATP a vody. 
Postupný přídavek jednoho elektronu po druhém na molekulu kyslíku vede k výrobě vody 
přes přechodné formy ROS. Mezi tyto formy patří volné radikály, jako je superoxidový anion 
(O2
·
¯) a hydroxylový radikál (·OH) a také neradikální reaktivní formy, jako je např. peroxid 
vodíku (H2O2) nebo singletový kyslík (
1O2) [13]. 
Ačkoliv jsou reaktivní formy dusíku (RNS) jako oxid dusnatý (·NO) nebo peroxynitrit 
(OONO·-) velmi důležité, na rozdíl od ROS získaly méně pozornosti. ·NO a jiné plynné 
sloučeniny, jako je například oxid uhelnatý a sirovodík, hrají spolu s ROS důležité regulační 
funkce. Menší množství ROS je také generováno některými enzymy, jako jsou oxidázy 
prostřednictvím autooxidace různých molekul [13]. 
Nejlépe prostudovaným modelem oxidačního stresu je opět bakterie E. coli. Oxidační stres 
je koordinován především dvěma velmi dobře prostudovanými systémy, které jsou seskupeny 
do dvou regulonů - SoxRS a OxyR. SoxRS reaguje na oxidační stres indukovaný 
superoxidovým aniontem, zatímco transkripce regulonu OxyR je aktivována přítomností 
peroxidu vodíku [6]. Oba regulační systémy jsou aktivovány také oxidem dusnatým nebo 
reaktivní formou dusíku [13]. SoxR patří do rodiny MerR transkripčních regulátorů a byl 
charakterizován jako jeden z prvních oxidačních regulátorů stresové reakce [6]. 
Nicméně specializovaný NO detoxikační systém je pravděpodobně regulován nezávisle na 
existenci OxyR a SoxRS. Některé bakterie a kvasinky obsahují flavohemoglobiny nazývané 
HMP nebo FHP, které přeměňují NO na dusičnan působením NO dioxygenáz. RNS regulační 
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systémy, které řídí expresi NO detoxikačních enzymů v bakteriích jsou různé. Transkripční 
regulátor NorR byl objeven v denitrifikační bakterii C. necator H16. NorR aktivuje své cílové 
geny v odpovědi na dusitan a nitroprusid sodný. NorAB geny jsou součástí denitrifikačního 
clusteru velkého 76-kb lokalizovaného na megaplazmidu pHG1 [13]. 
2.3 PHA 
Polyhydroxyalkanoáty (PHA) jsou skupinou biologicky rozložitelných polymerů, které 
jsou syntetizovány širokou škálou mikroorganismů. Bakterie syntetizují a hromadí PHA jako 
zdroj uhlíku a energie. Tento polymer se hromadí intracelulárně až do 90 % hmotnosti 
sušiny [14]. 
Biosyntéza a akumulace PHA se u většiny bakterií vyskytuje, pokud je zdroj uhlíku 
v přebytku, zatímco další živiny jako je dusík, fosfor, síra, železo, draslík nebo hořčík jsou 
přítomny v limitujících koncentracích, případně úplně chybí. Ve chvíli, kdy je dodávka živin 
omezena, může být PHA štěpen intracelulárními depolymerázami a následně metabolizován 
jako zdroj uhlíku a energie [15]. 
2.3.1 Historie a využití 
Jako první PHA byl objeven homopolymer 3-hydroxybutyrátu, polyhydroxybutyrát (PHB), 
který byl v roce 1926 izolován z bakterie Bacillus megaterium francouzským mikrobiologem 
Mauricem Lemoigne. Od tohoto objevu byla akumulace PHA nalezena u široké škály 
mikroorganismů, a to jak u zástupců Grampozitivních a Gramnegativních bakterií, tak 
i některých Archaebakterií [15].  
 V roce 1976 uznala společnost Imperial Chemical Industries potenciální využitelnost PHB 
k nahrazení některých plastů vyráběných z ropy. I když je bakteriálně produkovaný PHB ve 
srovnání s petrochemicky vyráběnými plasty o hodně dražší, předpokládalo se, že cena surové 
ropy prudce vzroste, čímž by byla výroba PHB ekonomicky rentabilní. Vzhledem k tomu, že 
ke zvýšení ceny ropy nedošlo, výroba biologicky rozložitelného materiálu se odsunula do 
pozadí [15]. 
2.3.2 Struktura a vlastnosti 
PHA se dělí do 2 skupin v závislosti na počtu atomů uhlíku v jejich monomerních 
jednotkách a to na short-chain-lenght (SCL) a medium-chain-lenght (MCL). SCL obsahuje 
monomery složené z 3–5 atomů uhlíku, zatímco MCL monomery složené z 6–14 atomů 
uhlíku. Monomerní jednotky v těchto mikrobiálních polyesterech jsou v R-konfiguraci 
vzhledem ke stereospecifičnosti biosyntetických enzymů [15]. 
SCL-PHA vyextrahované z bakteriálních buněk jsou částečně krystalické polymery se 
stupněm krystalinity v rozmezí 60–80 % [16]. PHB vykazuje vysokou krystalinitu, která brání 
jeho zpracovatelnosti. Nízký rozdíl mezi teplotou rozkladu (přibližně 200 °C) a vysokou 
teplotou tání (přibližně 180 °C) způsobuje špatnou zpracovatelnost, která může být překonána 
zavedením jiných PHA monomerních bloků, zejména inkorporací 3-hydroxyvalerátu (3HV) 
nebo 4-hydroxybutyrátu (4HB) do řetězce polymeru. Výsledný kopolyester má lepší 
vlastnosti materiálů v širokém rozsahu aplikací [17]. 
15 
 
Molekulová hmotnost PHB produkovaná divokým typem bakterií se obvykle pohybuje 
v rozmezí 10 000–3 000 000 Da s polydisperzitou kolem 2 [16]. 
 
 
 
Obrázek 3: Obecný vzorec PHA [18] 
 
Tabulka 1: PHA a odpovídající R-skupiny [18]   
R-skupina Název Zkratka 
CH3 Poly(3-hydroxybutyrát) PHB 
CH2CH3 Poly(3-hydroxyvalerát) PHV 
CH2CH2CH3 Poly(3-hydroxyhexanoát) PHHx 
 
Tabulka 2: Vlastnosti některých vybraných PHA a polypropylenu (PP) [18] 
Název polymeru 
Teplota tání Tm 
(°C) 
Teplota skelného 
přechodu Tg (°C) 
Roztažnost [%] 
P(3HB) 177  4 5 
P(3HB-co-20 % 3HV) 145 -1 50 
P(4HB) 60 -50 444 
PP 170  45 400 
 
2.3.3 Intracelulární PHA granule 
PHA jsou akumulovány v cytoplazmě ve formě granulí, ve kterých se polymer nachází 
v amorfní formě. Bakterie C. necator, která je považována za modelový organismus pro 
metabolismus SCL-PHA, obsahuje 8–12 granulí o průměru přibližně 0,25 µm. Hustota 
granulí se pohybuje okolo 1,18–1,24 g/cm3 [19]. 
Granule se skládají z polyesterů, proteinů a lipidů. Povrchová vrstva PHB u bakterie 
C. necator je složena z řady proteinů, z nichž nejdůležitější jsou: PHB syntáza (PhaC1), která 
je klíčový enzymem syntézy PHB a katalyzuje polymerizaci 3-hydroxybutyryl-CoA. Funkce 
druhé katalyticky inaktivní PHB syntázy PhaC2 není známa. Phasin proteiny (PhaPs), 
zejména PhaP1 pokrývají většinu povrchu granulí a brání jejich agregaci. Tyto proteiny 
fungují jako strukturní proteiny, které podporují biosyntézu PHA a jejich počet kopií má vliv 
na velikost PHA granulí PHB [18]. Depolymerázy (PhaZs) jsou důležité pro uvolnění 
polymeru v době hladovění. Oligomery hydroláz (PhaZb, PhaZc) se podílejí na štěpení 
intermediárně vytvořených oligomerů 3-hydroxybutyrátu během mobilizace. Regulační 
proteiny (PhaRs) regulují expresi vybraných genů phasinů. Nedávno objevený PhaM 
představuje prototyp PHB granulí spojeného proteinu, který má vlastnosti phasinu, ale také se 
může vázat na DNA [20]. 
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NMR analýzou bylo prokázáno, že ve struktuře jádra jsou přítomny molekuly vody 
a fungují zde jako plastifikátor. Tohle zjištění poukazuje na skutečnost, že enzymy 
zodpovědné za biosyntézu a spotřebu PHA fungují pouze na mobilním hydratovaném 
materiálu [21]. 
I přes značné množství znalostí je stále otevřenou otázkou, zda jsou PHB granule tvořeny 
v cytoplazmě náhodně nebo je jejich lokalizace řízena bakterií. Na tuto otázku hledalo 
odpověď několik studií s použitím fluorescenčního mikroskopu (FM) a transmisní 
elektronové mikroskopie (TEM), nicméně výsledky těchto studií byly v rozporu. Avšak 
výzkum vědeckého týmu ze Stuttgartu jasně ukazuje, že k tvorbě a lokalizaci PHB granulí 
u C. necator nedochází náhodně, ale je kontrolována bakterií [19]. 
 
 
 
Obrázek 4: Schematické znázornění struktury PHA granule [22] 
 
2.3.4 Syntéza PHB 
Ve většině bakterií, jako např. u Cupriavidus necator H16, je PHB syntetizován 
tříkrokovou reakcí. Reakce začíná spojením dvou molekul acetylu-CoA, kdy kondenzační 
reakcí katalyzovanou 3-ketothiolázou vzniká acetoacetyl-CoA. Ve druhém kroku se tento 
produkt stereoselektivně redukuje na (R)-hydroxybutyryl-Co v reakci katalyzované NADPH-
dependentní acytoacetyl-CoA reduktázou. V závěrečném kroku je PHB syntetizován 
polymerizací molekul (R)-3-hydroxybutyrylu-CoA pomocí PHB syntázy, kdy dochází 
k uvolnění CoA [15]. 
Za vyvážených podmínek růstu je acetyl-CoA oxidován pomocí Krebsova cyklu. V této 
reakční sekvenci je generován NADH, který se používá pro biosyntetické účely. Když se růst 
zastaví, koncentrace NADH se zvyšuje, což snižuje aktivitu enzymů Krebsova cyklu a to 
citrát syntázy a isocitrát dehydrogenázy. Výsledkem je, že acetyl-CoA nemůže být oxidován 
Krebsovým cyklem a vstupuje do dráhy syntézy PHB [15]. 
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syntetické dráze PHB, protože také kontroluje (svou aktivitu navyšuje) dostupnost CoA, který 
inhibuje aktivitu 3-ketothiolázy [26].  
2.3.6.2 Regulace na úrovni transkripce 
O specifických regulačních proteinech zapojených do genové exprese PHA toho stále není 
příliš známo. Bylo zjištěno, že geny ntrB a ntrC zapojené do regulace dusíku u různých druhů 
bakteriích se také podílejí na regulaci syntézy PHB v Azospirillum brasilense SP7. U kmene 
Pseudomonas sp. 61-3, který je schopen produkovat homopolymer PHB a kopolymer 
skládající se z monomerních jednotek ze čtyř až dvanácti atomů uhlíku, byl nalezen 
transkripční regulátor nazývaný PhbRPs. Zajímavostí je, že transkripce genů phbPs 
v rekombinantním PHB negativním mutantu C. necator byla nezávislá na phaRPs regulátoru, 
což svědčí o tom, že PhaRPs u C. necator může být nahrazen jiným regulátorem [25]. 
 
Tabulka 3:  Regulační proteiny zapojené do metabolismu PHA [25] 
 
2.3.7 Biodegradace PHA 
Bylo zjištěno, že biodegradace PHA v přírodním prostředí je ovlivněna celou řadou 
faktorů, jako je mikrobiální populace, teplota, pH a obsah vlhkosti. PHA mohou být 
degradovány extracelulárně mnoha druhy bakterií, které jsou schopny vylučovat 
extracelulární PHA depolymerázu [16]. 
Většina PHA produkujících bakterií je schopna polymer intracelulárně degradovat. Během 
intracelulární degradace PHA depolymeráza v buňce rozštěpí PHB za vzniku 3-
hydroxymáselné kyseliny. Poté dochází působením dehydrogenázy k oxidaci na acetylacetát 
a pomocí β-ketothiolázy dochází k přeměně acetylacetátu na acetyl-CoA. Za aerobních 
podmínek vstupuje acetyl-CoA do Krebsova cyklu a je oxidován na oxid uhličitý [16]. 
Extracelulární depolymerázy degradují PHA vyskytující se v životním prostředí. Pokud 
mikroorganismus vylučuje extracelulární enzymy, dochází k rozpouštění a tyto produkty  jsou 
absorbovány jejich buněčnou stěnou a následně utilizovány. Degradací depolymerázami 
nejprve vznikají oligomery. Některé mikroorganismy dodatečně produkují dimery hydroláz, 
které dále štěpí oligomery na odpovídající monomery [16, 27]. 
Asi jednou z největších výhod, které mají PHA oproti jiným biodegradovatelným 
polymerům je jejich schopnost degradace, jak za aerobních tak i anaerobních podmínek. Bylo 
Regulační protein Organismus Skupina regulátorů 
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zjištěno, že PHA o nízké molekulové hmotnosti jsou citlivější k biologickému rozkladu. 
Teplota tání je dalším důležitým faktorem, který je třeba vzít v úvahu při studiu biodegradace. 
Se zvyšující se teplotou tání klesá enzymatická biodegradabilita [16]. 
Tokiwa a spol. potvrzují, že krystalinita hraje důležitou roli v biologické rozložitelnosti. 
Dále také zjistili, že vysoce uspořádané struktury tj. vysoce krystalické materiály mají nižší 
biodegradabilitu [16]. 
2.3.8 Bakteriální producenti PHA 
Pro produkci PHA se používají bakterie, které mohou být rozděleny do dvou skupin. První 
skupina bakterií vyžaduje pro syntézu PHA limitaci esenciální živinou, jako je dusík, fosfor, 
hořčík nebo síra při současném nadbytku zdroje uhlíku. Bakterie patřící do této skupiny jsou 
Aeromonas hydrophila, Azospirillum brasilense, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, 
Cupriavidus necator, Protomonas  extorquens, Protomonas oleovorans a Pseudomonas 
putida [16].  
Také extrémní halofilní archaebakterie (Halobacteriaceae) produkují PHB za podmínek, 
kdy je v okolí dostatečný zdroj uhlíku a současně limitace živinou. Haloferax mediterranei 
roste v 25% koncentraci soli a produkuje 60 až 65 % PHA hmotnosti sušiny za limitace 
fosforem [28]. 
Druhá skupina bakterií nevyžaduje pro syntézu PHA limitaci živinami a patří do ní např. 
Alcaligenes latus, mutantní kmen Azotobacter vinelandii nebo rekombinantní E. coli [16]. 
2.4 Zapojení PHA do stresové odpovědi 
Bakterie vyvinuly mechanismy, které jim umožňují přežít hladovění a odolávají vystavení 
několika stresovým činitelům převládajícím v přírodním prostředí [29]. 
Ayub a spol. během screeningu PHA produkujících kmenů rodu Bacillus nečekaně 
izolovali kmen Pseudomonas sp. 14-3 produkující vysoké hladiny PHB. U tohoto kmene byla 
studována odolnost vůči mrazu za podmínek, kdy kmen akumuluje PHB a za podmínek, kdy 
není schopen akumulovat PHB. Kmen je schopen akumulovat PHB v přítomnosti oktanoátu, 
ale v přítomnosti glukózy k akumulaci PHB nedochází. Vyšší rezistence vůči teplotnímu 
a oxidačnímu stresu byla pozorována u kmene, který byl kultivován na oktanoátu a tudíž 
akumuloval PHB [29]. 
Spojení mezi PHA a odolností vůči stresu byla prokázána i v dalších studiích. Divoký 
kmen Aeromonas hydrophila 4AK4 schopný produkce kopoleysteru 3-HB a 3-
hydroxyhexanoátu (3-HH) byl za stresových podmínek porovnáván s mutantním kmenem 
A. hydrophila CQ4 neschopným syntézy kopoleysteru 3-HB a 3-HH. Experimentem bylo 
zjištěno, že kmen Aeromonas hydrophila 4AK4 vykazoval ve srovnání s kmenem 
A. hydrophila CQ4 vyšší resistenci vůči mnoha přírodním stresovým faktorům, jako jsou 
vysoké a nízké teploty, peroxid vodíku, UV záření, ethanol a vysoký osmotický tlak [30]. 
Kadouri a spol. srovnávali divoký kmen Azospirillum brasilense SP7 s jeho phbC a phaZ 
mutantními kmeny. Studií bylo zjištěno, že schopnost vydržet různé druhy stresů, jako 
například UV záření, oxidační stres, teplotní a osmotický šok, byla u mutantních kmenů 
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významně snížena v porovnání s divokým kmenem schopným biosyntézy a biodegradace 
PHA [31, 32]. 
Wang a spol. ve své práci testovali odolnost 2 rekombinantních kmenů E. coli. U prvního 
testovaného kmene byl vnesen pouze gen pro syntézu PHA, zatímco u druhého kmene byly 
klonovány jak geny pro syntézu PHB, tak i PHA depolymerázy.  Bylo pozorováno, že oba 
rekombinantní kmeny vykazují vyšší odolnost vůči teplotnímu šoku, UV záření 
a osmotickému tlaku než divoký kmen E. coli, který není schopný syntézy PHA [33].  
Ruiz a spol. během studií prokázali vztah mezi depolymerizací PHA a stresovou odolností 
u Pseudomonas oleovorans. Experimenty provedené v průběhu počáteční stacionární fáze 
u kultury P. oleovorans a jeho phaZ  mutantního kmene ukázaly, že mutantní kmen byl více 
citlivý na teplotní a oxidační šok než PHA produkující kmen [34]. 
Při porovnání divokého kmene Pseudomonas putida s jeho RpoS negativním mutantem 
bylo zjištěno, že mutantní kmen vykazoval během stacionární fáze vyšší rychlost degradace 
PHA. Tyto výsledky poukazují na to, že σs faktor může kontrolovat geny zapojené do 
metabolismu PHA. Touto studií bylo dokázáno, že akumulovaný PHA zvyšuje odolnost vůči 
stresu a schopnost přežití u RpoS mutantního kmene. Akumulace PHA by tudíž mohla 
buňkám pomoci překonat nepříznivé podmínky vyskytující se během stacionární fáze 
u kmene, který RpoS neobsahuje [35]. 
 
2.5 Cupriavidus necator H16 jako modelový organismus pro 
metabolismus PHA  
2.5.1 Taxonomie 
V minulosti bylo jméno této bakterie vzhledem k taxonomům často měněno. Pod jménem 
Alcaliqenes eutrophus H16 byla bakterie známá v roce 1969. Poté byla bakterie 
přejmenována na Ralstonia eutropha H16 a v roce 2004 se jméno změnilo na Wautersia 
eutropha H16. Ještě téhož roku byla bakterie přejmenována na Cupriavidus necator H16. 
Nejčastěji se však v literatuře stále uvádí jméno Ralstonia eutropha H16 [36]. 
2.5.2 Výskyt a vlastnosti bakterie 
K izolaci této bakterie došlo před 50 lety z vodního pramene poblíž Göttingenu 
v Německu. Jedná se o gram-negativní přísně fakultativně chemolitoautotrofní bakterii, která 
se vyskytuje v půdě nebo sladké vodě [37]. Jednou ze zajímavých vlastností této bakterie je 
schopnost přepínat mezi heterotrofním růstem a autotrofní fixací CO2 [37]. V nepřítomnosti 
organických substrátů dochází k autotrofnímu metabolismu, kdy je CO2  fixován do Calvin-
Benson-Basshamova cyklu a H2 je oxidován za katalýzy dvou NiFe dehydrogenáz [38]. Při 
nedostatku O2 mohou tyto bakterie přepnout do procesu denitrifikace, kdy jsou dusičnany 
využívány jako alternativní akceptory elektronů. V této bakterii však chybí funkční enzym 
fruktóza-1,6-bisfosfátaldolázy, a proto jsou fruktóza, glukóza a jiné cukerné látky zpracovány 
Entner-Doudoroffovou drahou [39]. 
Jedná se o nejlépe prozkoumanou bakterii, která produkuje PHB. Tento polyester se 
akumuluje v buňce ve velkém množství. Mezi roky 1960 až 1970 byl tento kmen i se svými 
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mutanty považován za kandidáty pro výrobu tzv. single-cell proteinu (SCP), který byl určen 
k výživě dobytka nebo jako potrava pro kosmonauty ve vesmíru. Jelikož tento polymer 
nemůže být v zažívacím traktu stráven, bylo vytvořeno několik mutant bez schopnosti 
produkce PHB. Nejdůležitější z těchto PHB-negativních mutant je PHB-4, který se nejčastěji 
používá jako hostitel pro expresi PHA syntáz z jiných bakterií [38]. 
 
 
Obrázek 7: Schematické zobrazení litoautotrofního a heterotrofního metabolismu. Žlutý kruh 
znázorňuje procesy centrálního metabolismu, zatímco žluto-zelený kruh je Calvin-Benson-
Basshamův cyklus. Šedé kruhy znázorňují místo skladování PHA granulí [40]. 
 
 
Obrázek 8: Snímek buněk  C. necator H16 s granulemi PHB z transmisního elektronového 
mikroskopu (TEM) 
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2.5.3 Genomová sekvence 
Genom kmene C. necator H16 se skládá ze tří kruhových replikonů: chromozomu 1 
(4,052,032 bp), chromosomu 2 (2,912,490 bp) a megaplazmidu pHG1 (452,156 bp). 
Megaplazmid pHG1 obsahuje základní genetickou informaci pro fakultativně litoautotrofní 
a fakultativně anaerobní životní styl svého hostitele. Ve studiích bylo dokázáno, že více než 
30 genů na pHG1 souvisí s denitrifikací nebo obecně s anaerobním metabolismem. Největší 
funkční skupina pHG1 obsahuje sadu 41 genů pro tvorbu čtyř hydrogenáz související 
s litoautotrofií. Rozsáhlý segment na pHG 1 obsahuje geny, které jsou spojené 
s katabolismem aromatických sloučenin [40].  
Srovnání genomu C. necator H16 s jeho blízkými příbuznými poukazuje na některé 
důležité podobnosti, jako je dvojdílný genom obsahující 2 chromosomy velikosti replikonu 
nebo přítomnost jednoho či více plazmidů. C. necator H16 obsahuje geny pro oxidaci H2 
a fixaci CO2, avšak u kmene C. necator JMP134 a C. solanacearum GM 1000 tyto geny 
chybí [39]. 
Megaplazmid pHG1 je schopen kódovat i některé jiné metabolicky důležité vlastnosti, 
neboť jsou na něm přítomny i dva geny týkající se metabolismu polyhydroxyalkanoátů. 
Prvním genem je phaP2, který kóduje phasin, tj. hlavní protein tvořící povrch 
cytoplazmatických granulí PHA. Druhý gen se nazývá phaZ a kóduje polyhydroxybutyrát 
depolymerázu nutnou pro využití úložiště polyesterů [40]. 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 Použité bakterie, chemikálie a přístroje 
3.1.1 Použité bakterie 
V práci byla použita bakterie Cupriavidus necator H16, která byla získána z České sbírky 
mikroorganismů Masarykovy univerzity v Brně (CCM 3726). Dále byl také použit kmen 
Cupriavidus necator PHB-4 zakoupený v Leibnitz Institute DSMZ-German Collection of 
Microorganism and Cell Cultures, Braunschweig, Německo 
3.1.2 Chemikálie pro kultivaci mikroorganismů 
NutrientBroth (Himedia) 
Agar Powder (Himedia) 
3.1.3 Ostatní chemikálie 
Propidium jodid (eBioscience) 
Nilská červeň (Sigma-Aldrich) 
3.1.4 Přístroje 
Analytické váhy, Boeco 
Centrifuga, Boeco U-32R 
Centrifuga, Hettich MIKRO 200 
Cryo-skenovací elektronový mikroskop, Magellan 400/L, FEI 
Fluorescenční mikroskop, MicroTime 200, PicoQuant GmbH 
Laboratorní váhy, Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH 
Laminární box Aura mini, Bio Air Instruments 
Nanofotometr, IMPLEN 
Plynový chromatograf: GC-FID (Thermo, TRACE 1300),  
Thermo Software Xcalibur 
Průtokový cytometr, Apogee A50, ApogeeFlow Systems 
Renishaw inVia Raman Spectrometer, Renishaw plc. 
TA Instruments, Q5000IR 
Temperovaná třepačka, Heidolph1000, Labicom s.r.o 
Termostat, LS-35 
Transmisní elektronový mikroskop, JEOL 1010 
Vortex, Heidolph Reax Top 
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3.2 Kultivace bakterií 
3.2.1 Uchovávání bakteriálních kultur a příprava inokula 
Bakterie dodané v lyofilizovaném stavu byly oživeny a kultivovány na Petriho miskách 
s pevným médiem NutrientBroth v termostatu při teplotě 30 °C. Po kultivaci byly bakterie 
skladovány při teplotě 4 °C. Přeočkování bakteriálních kultur na nové Petriho misky bylo 
prováděno v pravidelném intervalu asi 20 dní. 
Inokulum pro všechny kultivace bylo připravováno do Erlenmayerových baněk o objemu 
100 ml s obsahem 50 ml média NutrientBroth. Inokulum bylo třikrát zaočkováno 
bakteriologickou kličkou z agarové plotny. Po 24 hodinách kultivace na temperované třepačce 
s frekvencí třepání 180 rpm a teplotou 30 °C bylo inokulum používáno pro zaočkování 
produkčního média. Do produkčního média bylo přidáváno 5 % inokula z celkového objemu 
produkčního média. 
 
3.2.2 Živná média 
Pro uchování kultury bylo použito pevné agarové médium NutrientBroth. 
Složení NutrientBroth: 
Beefextract 10g·l-1 
Pepton 10 g·l-1 
NaCl 5 g·l-1 
Agar 20 g·l-1 
 
Pro přípravu produkčního média pro kultivaci bakterií C. necator H16: 
 
(NH4)2SO4   3 g 
KH2PO4  1,02 g 
Na2HPO4  11,1 g 
MgSO4  0,2 g 
Fruktosa  20 g 
Roztok stopových prvků* 1 ml 
Destilovaná voda  1000 ml 
 
*Roztok stopových prvků 
FeCl3  9,7 g 
CaCl2  7,8 g 
CuSO4  0,156 g 
CoCl2  0,119 g 
NiCl2  0,118 g 
CrCl2  0,062 g 
0,1 M HCl  1000 ml 
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3.3 Stanovení biomasy gravimetrickou metodou 
3.4 Stanovení biomasy při submerzní kultivaci 
Pro stanovení sušiny byly vždy použity 2 vzorky suspenze buněk o objemu 5 ml odebírané 
ve stejném čase. Suspenze bakteriální kultury byla centrifugována (8 000 rpm, 4 min) 
a supernatant byl slit. Biomasa byla resuspendována v 5 ml destilované vody a znovu 
centrifugována. Supernatant byl opět slit, biomasa byla v 1 ml destilované vody 
resuspendována a převedena do mikrozkumavky o známé hmotnosti, ve které byla stočena 
(10 000 rpm, 4 min). Supernatant byl opět slit, biomasa v mikrozkumavce byla umístěna do 
sušárny a sušena do konstantní hmotnosti při 80 °C. Výsledné množství biomasy bylo poté 
určeno průměrem 2 odebraných vzorků ve stejný čas. 
3.5 Stanovení biomasy při kultivaci na pevném médiu 
Pomocí jednorázové sterilní hokejky bylo na povrch agarové misky za aseptických 
podmínek rozetřeno 0,1 ml kultury. Misky byly kultivovány v termostatu při teplotě 30 °C. 
Pro stanovení sušiny byly vždy ve stejném čase použity 2 agarové misky. Pomocí špachtle 
byla z povrchu agarové misky převedena biomasa do centrifugační zkumavky a bylo k ní 
přidáno 5 ml destilované vody. Obsah zkumavky byl resuspendován a následně centrifugován 
při 8 000 rpm po dobu 4 minut. Supernatant byl slit, biomasa byla resuspendována v 1 ml 
destilované vody a převedena do mikrozkumavky o známé hmotnosti, ve které byla stočena 
(10 000 rpm, 4 min). Supernatant byl opět slit, biomasa v mikrozkumavce byla umístěna do 
sušárny a sušena do konstantní hmotnosti při 80 °C. Výsledné množství biomasy bylo poté 
určeno průměrem 2 odebraných vzorků ve stejný čas. Agar z misky byl následně použit pro 
stanovení obsahu fruktózy. 
3.6 Stanovení PHB pomocí plynové chromatografie s FID detektorem 
3.6.1 Stanovení kalibrační křivky PHB  
Do vialky byl přesně navážen granulát komerčně dostupného PHA a byly přidány 4 ml 
chloroformu, tak aby koncentrace odpovídala přibližně 10 mg/ml. Vialka byla uzavřena 
a zahřáta na teplotu 70 °C po dobu 20 minut, aby došlo k rozpuštění granulátu. Ochlazený 
roztok v množstvích 0,05; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1 ml byl pipetován do vialek, které byly 
doplněny chloroformem na výsledný objem 1 ml. Následně bylo připipetováno 0,8 ml 15% 
roztoku kyseliny sírové v methanolu s interním standardem (5 mg/ml kyseliny benzoové). 
Vialky byly zazátkovány a vloženy do termostatu, kde byly inkubovány při 95 °C 3 hodiny. 
Po ochlazení a následném odvíčkování byly vzorky extrahovány 0,5 ml 0,05 M NaOH. Po 
vytvoření fázového rozhraní byla spodní chloroformová frakce o objemu 50 µl odpipetována 
do nových vialek s již připraveným chloroformem o objemu 950 µl . Vialky byly uzavřeny 
a analyzovány pomocí plynové chromatografie s FID detektorem. 
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3.6.2 Stanovení obsahu PHB v biomase 
Do vialek bylo naváženo přibližně 10 mg suché biomasy, ke které byl přidán 1 ml 
chloroformu a 0,8 ml 15% kyseliny sírové v methanolu s interním standardem. Poté byly 
vialky byly zavíčkovány a tato směs byla udržována při teplotě 95 °C po dobu 3 hodin. Dále 
se postupovalo stejně jako u stanovení kalibrační přímky (viz 3.6.1). 
3.7 Stanovení viability 
Stanovení viability buněk je založeno na aplikaci látek, které za běžných podmínek 
neprocházejí neporušenými buněčnými membránami. Do mrtvých a poškozených buněk 
barvivo proniká snadno, ale živé buňky s neporušenou membránou mají schopnost barvivo 
vyloučit. Jako fluorescenční barvivo byla použita nejčastěji používaná fluorescenční sonda 
propidium jodid. Toto interkalační činidlo se váže na nukleové kyseliny, kdy po vazbě 
dochází k posunu a intenzita fluorescence emitovaná v červené oblasti spektra je zesílena. 
Propidium jodid má excitační maximum při 535 nm a emisní maximum při 617 nm [40]. 
3.7.1 Stanovení viability buněk po působení stresových faktorů 
Do mikrozkumavek byl odebrán 1 ml kultury a následně byl 100krát zředěn PBS* pufrem. 
Mikrozkumavky byly centrifugovány při 10 000 rpm po dobu 4 minut. Po centrifugaci byl slit 
supernatant a precipitát resuspendován v 1 ml PBS pufru a opět centrifugován. Supernatant 
byl z mikrozkumavek slit a buňky byly opět resuspendovány v 1 ml PBS pufru. Bylo přidáno 
5 µl propidium jodidu (1 mg/ml) a mikrozkumavky byly ponechány ve tmě po dobu 10 minut. 
Pomocí průtokového cytometru byla stanovena viabilita buněk. 
 
*Složení pufru PBS 
NaCl  8,0 g 
KCl  0,2 g 
Na2HPO4·2 H2O  0,144 g 
KH2PO4  0,24 g 
Destilovaná voda  1 000 ml 
 
3.8 Počítání kolonií pomocí výsevu na plotnách 
Sterilně bylo odebráno 0,1 ml kultury, která byla zředěna PBS pufrem desítkovým ředěním 
na vhodné koncentrace. Očkovány byly tři různé ředění a z každého ředění byly očkovány tři 
pevné půdy objemem 0,1 ml, který byl rozetřen sterilní jednorázovou hokejkou. Kultivace 
probíhala při 30 °C. Po 48 hodinách byly kolonie spočítány a z nich bylo vypočteno KTJ 
(kolonie tvořící jednotky) na 1 ml. Zkratka KTJ vyjadřuje celkový počet životaschopných 
buněk.   
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3.9 Stanovení PHB průtokovým cytometrem 
Do mikrozkumavky bylo odebráno 0,1 ml kultury, do které bylo přidáno 0,9 ml PBS pufru. 
Takto zředěná suspenze buněk byla centrifugována při 10 000 rpm po dobu 4 minut. 
Supernatant byl slit a biomasa byla resuspendována v 1 ml ledově vychlazeného 20% 
ethanolu. Poté byly vzorky umístěny do lednice na 10 minut a opět následovala centrifugace 
(10 000 rpm, 4 min). Supernatant byl slit a biomasa byla resuspendována v 1 ml PBS pufru. 
Následně byl vzorek opět centrifugován, supernatant byl slit a biomasa byla resuspendována 
v 1 ml PBS pufru a následně bylo přidáno 5 µl Nilské červeně. Při analýze na průtokovém 
cytometru byl jako excitační zdroj využit laser o vlnové délce 488 nm a fluorescence Nilské 
červeně navázané na PHA granule byla detekována v kanále FL2. 
 
3.10 Stanovení fruktózy 
3.10.1 Stanovení kalibrační křivky fruktózy 
Byl připraven zásobní roztok fruktózy o koncentraci 3 g/l, ze kterého byla do zkumavek 
sestrojena kalibrační řada s koncentracemi 0,1; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 g/l.  Z těchto 
roztoků bylo do nových zkumavek odpipetováno 0,5 ml a následně bylo přidáno 0,5 ml 
činidla 3,5–dinitrosalicylové kyseliny. Vzorky byly zahřívány ve vodní lázni při teplotě 70 °C 
po dobu 10 minut a poté byly ponechány při pokojové teplotě vychladnout. Ke vzorkům bylo 
připipetováno 10 ml vody a všechny zkumavky byly řádně promíchány. Připravené vzorky 
byly měřeny pomocí spektrofotometru při vlnové délce 540 nm proti slepému vzorku. Slepý 
vzorek byl připravován paralelně s vzorky kalibrační řady, kdy byla místo 0,5 ml roztoku 
fruktózy použita destilovaná voda.  
3.10.2 Stanovení fruktózy v minerálním médiu bakterií 
Sterilně bylo odebráno 5 ml kultury. Suspenze buněk byla centrifugována (10 000 rpm, 
4 min) a supernatant byl slit. Ze supernatantu byly odebrány 2 ml, a ty byly zředěny tak, aby 
hodnota absorbance byla zahrnuta v rozmezí kalibrační křivky. 
Fruktóza v minerálním médiu bakterií byla stanovována stejným způsobem jako kalibrační 
křivka, kdy bylo místo 0,5 ml známé koncentrace fruktózy odpipetováno 0,5 ml zředěného 
minerálního média.  
3.10.3 Stanovení fruktózy z agarových misek 
Agar získaný z Petriho misky byl rozvařen v kádince na vodní lázni při 70 °C. 
Z rozvařeného agaru byly odebrány 2 ml, a ty byly zředěny tak, aby hodnota absorbance byla 
zahrnuta v rozmezí kalibrační křivky. Dále se postupovalo jako u stanovení kalibrační křivky, 
kdy bylo místo 0,5 ml známé koncentrace fruktózy odpipetováno 0,5 ml zředěného 
minerálního média 
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3.11 Studium vlivu teplotního stresu 
Inokulum bylo zaočkováno do minerálního média a ponecháno 42 hodin růst. Poté byla 
kultura sterilně rozdělena do Erlenmayerových baněk a ponechána po dobu 24 hodin při 
5 různých teplotách (30, 20, 8, 4 a -20 °C) bez míchání. První vzorek byl odebrán před 
vystavením bakterií teplotnímu stresu (42 hodin od inokulace), poté po 7 a 24 hodinách 
působení teplotního stresu. 
3.12 Studium vlivu osmotického stresu 
Inokulum bylo zaočkováno do minerálního média a ponecháno 72 hodin růst. Poté bylo 
odebráno do několika centrifugačních zkumavek 25 ml kultury a zcentrifugováno při 
10 000 ot/min po dobu 4 minut. Supernatant byl slit a k biomase bylo přidáno 25 ml PBS 
pufru o různých koncentracích NaCl (50, 100 a 200 g/l). Také byl připraven kontrolní vzorek 
s PBS pufrem bez přídavku NaCl. První vzorek byl odebrán před vystavením bakterií 
osmotickému stresu (72 hodin od inokulace) a poté po 3 hodinách působení osmotického 
stresu. 
3.12.1 Ramanova spektroskopie 
Pro analýzu na Ramanově spektroskopu byla použit kmen C. necator H16. Bakterie zde 
byly podrobeny osmotickému stresu při 3 různých koncentracích NaCl. Současně byla 
připravena také kontrolní kultura v izoosmotickém prostředí. Z každé kultury byly odebrány 
do mikrozkumavky 2 ml, které byly zcentrifugovány (10 000 ot/min, 4 minuty) a následně 
slity. Do zkumavky bylo přidáno 0,5 ml PBS pufru a 0,5 ml 98% ethanolu. Zkumavky 
s bakteriální suspenzí byly opět zcentrifugovány a supernatant byl slit. Před samotným 
měřením byla na kalciumfluoridové sklíčko nanášena hustá suspenze buněk, která byla 
ponechána uschnout, neboť zbylá voda by při měření odrážela světlo. Při měření byl použit 
laser o vlnové délce 785 nm. 
3.12.2 Termogravimetrická analýza 
Pro stanovení intracelulární vody byly použity kmeny C. necator H16 a C. necator PHB-4. 
Kultivace bakterií probíhala podle postupu uvedeného v kapitole 3.12. U obou kultur byl 
během experimentu proveden osmotický stres, kdy byly připraveny dva vzorky, jeden bez 
přídavku NaCl a druhý s obsahem 200 g/l NaCl. Kultura o objemu 5 ml byla centrifugována 
při 10 000 ot/min po dobu 10 minut. Supernatant byl slit a zbytková voda byla opatrně 
odpipetována. Poté byl vzorek podroben termogravimetrické analýze, kdy došlo k jeho 
tepelnému namáhání a byla sledována změna hmotnosti na mikrováhách. 
3.12.3 Skenovací elektronová mikroskopie (Cryo-SEM) 
Pro pozorování bakteriálních buněk kmenů C. necator H16 a C. necator PHB-4 byl použit 
skenovací elektronový mikroskop. Kultivace bakterií probíhala podle postupu uvedeného v 
kapitole 3.12. U obou kultur došlo k expozici v hyperosmotickém (50, 100 a 200 g/l NaCl) 
a izoosmotickém prostředí. Po 3 hodinách byly z každé kultury do mikrozkumavky odebrány 
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2 ml, které byly zcentrifugovány (10 000 ot/min, 4 minuty) a následně slity. Biomasa byla 
použita pro měření na Cryo-SEM. 
3.12.4 Transmisní elektronová mikroskopie  
Pozorování bakteriálních buněk kmenů C. necator H16 a C. necator PHB-4 bylo 
zprostředkováno také transmisním elektronovým mikroskopem. Kultivace bakterií probíhala 
podle postupu uvedeného v kapitole 3.12. U obou kultur došlo k expozici v hyperosmotickém 
(50, 100 a 200 g/l NaCl) a izoosmotickém prostředí. Po 3 hodinách byly z každé kultury do 
mikrozkumavky odebrány 2 ml, které byly zcentrifugovány (10 000 ot/min, 4 minuty) 
a následně slity. Biomasa byla použita pro měření na TEM. 
3.12.5 Fluorescenční mikroskopie 
Fluorescenční mikroskopem byly pozorovány kmeny C. necator H16 a C. necator PHB-4. 
Obě kultury byly vystaveny osmotickému stresu (viz 3.12) v prostředí 200 g/l NaCl 
a současně byla připravena také kontrolní kultura v izoosmotickém prostředí. Jako 
fluorescenční sonda byla použita Nilská červeň, která byla do média přidána současně 
s vystavením buněk osmotickému stresu. Nilská červeň byla ke kultuře přidána již v této fázi 
kvůli tomu, aby se lépe navázala na lipidické struktury a bylo docíleno lepší odezvy. Nilská 
červeň byla ke kultuře přidána v takovém množství, aby výsledná koncentrace v suspenzi 
buněk byla 1 µl/ml. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
4.1 Porovnání submerzní kultivace a kultivace na pevném médiu 
Při experimentu byl použit bakteriální kmen C. necator H16. Inokulum bylo sterilně 
zaočkováno do minerálního média v Erlenmayerových baňkách a na Petriho misky s agarem. 
V průběhu 10 dnů byly u obou kultivací sterilně odebírány vzorky, které byly následně 
použity pro stanovení PHB. Vedle stanovení biomasy a PHB byla v průběhu kultivace měřena 
také koncentrace zbytkové fruktózy v médiu. 
 
4.1.1 Stanovení růstové křivky  
 
 
 
Graf 1: Růstová křivka kmene C. necator H16 pro submerzní kultivaci a kultivaci na pevném 
médiu 
 
Při porovnání růstových křivek submerzní kultivace a kultivace na pevném médiu je 
patrné, že obě křivky opisují velmi podobnou trajektorii. Dynamika růstu submerzní kultury 
a kultury na pevném médiu je tedy velice podobná. Tato skutečnost je velice zajímavá, 
protože u kultury na pevném médiu pochopitelně nedocházelo k promíchávání a můžeme tedy 
předpokládat výraznou limitaci kyslíkem a také ostatními nutrienty přítomnými v médiu, 
které se bez aktivního promíchávání mohly k buňkám na povrchu agaru dostat pouze prostou 
difuzí v agarovém gelu.  
U obou křivek dochází od 21. hodiny k postupnému nárůstu biomasy, kdy u obou kultivací 
mezi 142. a 238. hodinou již dále buňky nerostou a v této fázi dochází ke zpomalenému růstu 
buněk a stacionární fázi. 
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4.1.2 Stanovení obsahu PHB
 
Graf 2: Stanovení obsahu PHB při
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4.1.3 Stanovení fruktózy 
 
Graf 3: Stanovení koncentrace zbytkové fruktózy v minerálním médiu u submerzní kultivace a 
kultivace na pevném médiu 
 
 Z grafu 3 lze vyčíst, že u submerzní kultivace dochází k rychlejšímu využití fruktózy 
bakteriemi než u kultivace na pevném médiu. Při posledním odběru ve 238. hodině bylo 
u submerzní kultivace stanoveno již pouze 0,15 g/l fruktózy, u kultivace na pevném médiu 
zbývalo ještě 2,09 g/l fruktózy.  
Při submerzní kultivaci, která probíhá v tekutém médiu, jsou buňky neustále míchány 
a provzdušňovány, tudíž jsou rovnoměrně rozptylovány a lépe se dostanou ke zdroji živin 
a uhlíku. Při kultivaci na pevném médiu rostou buňky pouze na povrchu, a proto mají 
omezený přístup jak k živinám, tak i zdrojům uhlíku. Tahle skutečnost je důvod toho, proč 
bylo v pevném médiu stanoveno ještě 2,09 g/l fruktózy i po 238 hodinách kultivace. 
 
Tabulka 4: Stanovení koncentrace biomasy, obsahu PHB v biomase, zbytkové fruktózy, 
výpočet spotřebované fruktózy a výtěžnostního koeficientu u submerzní kultivace 
čas 
odběru 
[h] 
Submerzní kultivace 
koncentrace  
biomasy 
[g/l] 
koncentrace 
zbytkové 
fruktózy  
[g/l] 
koncentrace 
spotřebované 
fruktózy  
[g/l] 
obsah PHB 
v biomase 
[%] 
koncentrace 
PHB  
[g/l] 
Yp/s 
46 4,19 ± 0,09 6,49 ± 0,15 12,33 76,85 ± 0,49 3,22  0,26 
70 6,63 ± 0,10 3,35 ± 0,03 15,76 69,52 ± 8,05 4,61  0,29 
142 6,73 ± 0,12 0,19 ± 0,03 18,92 83,70 ± 6,67 5,63  0,30 
190 6,89 ± 0,09 0,15 ± 0,01 18,97 71,15 ± 2,13 4,90  0,26 
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Tabulka 5: Stanovení množství biomasy, obsahu PHB v biomase, zbytkové fruktózy a výpočet 
spotřebované fruktózy u kultivace na pevném médiu 
čas 
odběru 
[h] 
Kultivace na pevném médiu 
množství 
biomasy na 
misce 
[mg] 
koncentrace 
zbytkové 
fruktózy  
[g/l] 
koncentrace 
spotřebované 
fruktózy  
[g/l] 
obsah PHB v 
biomase [%] 
množství PHB 
na misce 
[mg] 
46 55,90 ± 4,80 8,06 ± 0,57 11,24 90,79 ± 3,67 50,75 
70 95,80 ± 1,45 5,95 ± 0,30 13,35 95,32 ± 5,35 91,32 
142 111,70 ± 6,35 3,88 ± 0,72 15,42 90,97 ± 4,39 101,61 
190 111,20 ± 3,55 2,33 ± 0,34 16,97 78,12 ± 1,65 86,87 
 
Naše pozorování indikuje několik zajímavých skutečností: i. Dynamika růstu bakteriální 
kultury kultivované submerzně a na pevném médiu je velice podobná, což je vzhledem 
k absenci míchání u kultivace na pevném médiu zajímavé. ii. Při kultivaci na pevném médiu 
je výrazně posílena akumulace PHB v bakteriálních buňkách. Už po 46 hodinách kultivace 
dosáhl obsah PHB v buňkách téměř 90 hm. % sušiny. Z praktických důvodů není 
pravděpodobné, že by bylo možné využít kultivaci na pevném médiu k biotechnologické 
produkci PHB.  
Podmínky při růstu bakterií na pevném médiu umožňují buňkám vytvářet struktury 
podobné biofilmu. Z tohoto hlediska růst bakteriální kultury na pevném médiu silně 
připomíná růst bakterií v přirozeném prostředí, jako např. v půdě. Naše pozorování tedy 
nepřímo dokládá důležitost PHB pro bakterie v přirozeném prostředí. 
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4.2.2 Stanovení PHB v bioma
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Graf 6: Stanovení počtu živých bun
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4.2.4 Barvení buněk Nilskou červení 
Tabulka 6: Histogramy při měření distribuce PHB v jednotlivých populacích. Jako barvivo 
byla použita Nilská červeň (Nile Red). 
Teplota 
při 
kultivaci 
Doba od inokulace Doba působení různých teplot 
42 h 
7 h 
(49 h od inokulace) 
24 h 
(66 h od inokulace) 
 
 
30°C 
kontrola 
  
 
20°C 
 
  
8°C 
 
 
4°C 
 
  
-20°C 
 
  
 
Průtoková cytometrie je metoda, která umožňuje měření na úrovni jedné buňky, čímž 
dovoluje postihnout heterogenitu bakteriální kultury. Proto jsou v tabulce 6 znázorněny 
histogramy uvádějící distribuci PHB v jednotlivých subpopulacích. Ve všech uvedených 
56 %          40,3 % 
             61,3 %      33,2 % 
1,9 % 
1,9 % 
1,2 % 
  62,2 %           33,2 % 
1,8 % 
3,1 % 
54,3 %           42,2 % 55,6 %         41,3 % 
2,5 % 2,1 % 
64,6 %         30,0 % 56,8 %         39,8 % 
   61,1 %         33,4 % 
2,1 % 2,0 % 
2,0 % 2,7 % 
59,9 %         36,5 % 
54,3 %           41,8 % 
57,7 %           36,7 % 
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histogramech jsou zaznamenány 3 různé subpopulace buněk v závislosti na obsahu PHB. Na 
levé straně histogramu začíná velmi malý pík, který poskytuje informaci o tom, že tahle 
subpopulace buněk neobsahuje žádný PHB. Odezva fluorescence je zde velmi nízká a proto 
lze předpokládat, že Nilská červeň se navázala pouze na lipidické struktury vyskytující se 
zejména v buněčné membráně. 
Další dva píky již dávají informaci o subpopulacích obsahující PHB, neboť intenzita 
fluorescence je zde velmi vysoká. Levý pík v tomto případě zastupuje subpopulaci, která má 
menší obsah PHB. Pravý pík uvádí subpopulaci s vyšším obsahem PHB. Procentuální 
zastoupení obou populací je velice podobné bez ohledu na teplotu, které byly buňky 
exponovány. Toto pozorování podporuje výsledky plynové chromatografie a dokládá, že 
buňky exponované nižším teplotám než je optimální růstová teplota, PHB výrazně 
neakumulují, ale ani nedegradují. 
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4.3.3 Stanovení počtu živých 
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4.3.5 Ramanova spektroskop
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Graf 12: Závislost intenzity signálu na vlnočtu při různých koncentrací NaCl (0, 50, 100 
a 200 g/l NaCl). Přiblížení grafu v rozmezí 1600 až 1800 cm-1. Označení křivek: bez NaCl 
(modrá), 50 g/l NaCl (červená), 100 g/l NaCl (oranžová) a 200 g/l NaCl (fialová). 
 
U píku odpovídajícímu PHB, jehož maximum se nachází v 1740 cm-1, dochází se zvyšující 
se koncentrací NaCl k poklesu intenzity signálu a mírnému naklonění píku doleva, což je 
důkaz parciální krystalizace intracelulárních PHB granulí. 
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Graf 13: Závislost intenzity signálu na vlnočtu při různých koncentrací NaCl (0, 50, 100 
a 200 g/l NaCl). Přiblížení grafu v rozmezí 1100 až 1400 cm-1. 
 
Pík s maximem ve 1260 cm-1 určuje, v jakém stavu se PHB nachází, zda se jedná o stav 
amorfní nebo krystalický. U měření v izoosmotickém prostředí je zřejmé, že u PHB k žádné 
krystalizaci nedochází a materiál se nachází v nativním amorfním stavu. Změna nastává až 
u vzorků z hyperosmotického prostředí. Zde totiž dochází k tomu, že původně amorfní PHB 
granule částečně krystalizují. Podle naměřených dat s rostoucí koncentrací NaCl roste 
i krystalinita PHB granulí. Částečná krystalizace PHB granulí může být jedním z důvodů, 
proč nedocházelo při expozici bakteriální kultury hyperosmotickému stresu k utilizaci PHB. 
Systém intracelulárních depolymeráz zodpovědný za utilizaci PHB je specifický pouze pro 
amorfní formu PHB, částečná krystalizace tak pravděpodobně zabránila mobilizaci PHB 
granulí [42].  
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Obrázek 11: C. necator H16 v hyperosmotickém prostředí (100g/l NaCl) 
 
    
Obrázek 12: C. necator H16 v hyperosmotickém prostředí (200 g/l NaCl) 
 
Snímky pořízené pomocí skenovacího elektronového mikroskopu (Cryo-SEM) nám 
poskytují velmi detailní morfologii bakterií. U bakterií vystavených 50 g/l NaCl 
nepozorujeme v porovnání s kontrolní kulturou nějaké viditelné změny.  
Zajímavé výsledky nám však přináší snímky pořízené z prostředí 100 g/l a 200 g/l NaCl. 
Zde lze na fotografiích, především ve vyskytujících se puklinách pozorovat protáhlá vlákna. 
V prostředí 100 g/l NaCl jsou tyto vlákna zastoupena pouze v menším počtu. U koncentrace 
200 g/l NaCl však počet vláken výrazně narůstá. Při pohledu na fotografie lze konstatovat, že 
jsou tyto vlákna i poněkud delší. Pravděpodobně se jedná o granule PHB, které byly vlivem 
osmotického stresu takto deformovány a následně při sublimaci vody v rámci přípravy vzorku 
na mikroskopickou analýzu prokázali výraznou plastickou deformaci. Podobné struktury byly 
pozorovány u PHB granulí při lomu a následné analýze na SEM také u jiných autorů [43, 44]. 
Nicméně v našem případě nebyly buňky před mikroskopickou analýzou lámány. Naše 
pozorování jen dokládají anomální vlastnosti intracelulárních PHB granulí, které jsou navíc 
ještě výrazně zesíleny expozicí bakteriálních buněk osmotickému šoku. 
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Obrázek 13: C. necator PHB-4 v izoosmotickém prostředí 
 
    
Obrázek 14: C. necator PHB-4 v hyperosmotickém prostředí (50 g/l NaCl) 
 
    
Obrázek 15: C. necator PHB-4 v hyperosmotickém prostředí (100 g/l NaCl) 
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Obrázek 16: C. necator PHB-4  v hyperosmotickém prostředí (200 g/l NaCl) 
 
Při pohledu na snímky kmene C. necator PHB-4 ze SEM, které byly pořízeny z prostředí 
různých koncentrací NaCl, nejsou při srovnání s kontrolním vzorkem žádné viditelné změny. 
Nejvýznamnějším rozdílem tohoto měření mezi produkčním kmenem a jejím PHB 
negativním mutantem byla skutečnost, že protáhlá vlákna byla pozorována pouze u PHB 
produkčního kmene. Tohle zjištění nám jasně potvrzuje domněnku, že protáhlá vlákna jsou ve 
skutečnosti osmotickým stresem deformované PHB granule.  
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4.3.8 Transmisní elektronová mikroskopie 
Transmisní elektronová mikroskopie (TEM) byla pro studium osmotického stresu použita 
za účelem zkoumání změn vnitřních struktur bakteriálních buněk. Pomocí TEM byly 
pozorovány kmeny C. necator H16 a C. necator PHB-4 exponované různým koncentracím 
NaCl stejně jako tomu bylo v předchozích experimentech. 
 
    
 
Obrázek 17: Snímek C. necator H16 (vlevo) a C. necator PHB-4 (vpravo) v izoosmotickém 
prostředí  
 
Na snímku vlevo lze pozorovat intracelulární granule PHB produkčního kmene. Pravý 
snímek poskytuje pohled na mutantní kmen, který není neschopný akumulace PHB ve formě 
granulí. 
 
 
    
 
Obrázek 18: Snímek C. necator H16 (vlevo) a C. necator PHB-4 (vpravo) v hyperosmotickém 
prostředí (50 g/l NaCl) 
 
Obrázek 18 poskytuje pohled na bakteriální buňky, které byly kultivovány 
v hyperosmotickém prostředí, jehož koncentace činila 50 g/l NaCl. U buněk na pravém 
snímku dochází k jevu známému pod pojmem plazmolýza. Při tomto procesu se buňka 
dehydratuje a nastává odchlípnutí cytoplazmatické membrány od buněčné stěny a smršťování 
plazmolýza 
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cytoplazmy. U PHB produkčního kmene na levém snímku je možné pozorovat pouze 
nepatrné deformační změny reliéfu bakteriální stěny. K procesu plazmolýzy však nedochází 
nebo je výrazně méně intenzivní. 
 
  
               
Obrázek 19: Snímek C. necator H16 (vlevo) a C. necator PHB-4 (vpravo) v hyperosmotickém 
prostředí (100 g/l NaCl) 
 
Stejně jako v předchozím případě (obrázek 18) lze na pravém snímku u PHB 
neprodukčního kmene pozorovat rozsáhlé změny ve vnitřní struktuře buňky způsobené 
plazmolýzou. PHB produkční kmen však těmto stresovým faktorům odolává, i přesto že na 
levém snímku je vidět, že dochází k nepatrnému odchlípnutí cytoplazmatické membrány od 
buněčné stěny. Díky PHB granulím, které zde působí jako takové "opěrné pilíře", však 
nedochází k viditelnému smršťování cytoplazmy, jaké bylo pozorováno u PHB 
neprodukčního kmene. 
 
 
 
    
 
Obrázek 20: Snímek C. necator H16 (vlevo) a C. necator PHB-4 (vpravo) v hyperosmotickém 
prostředí (200 g/l NaCl) 
 
agregace PHB granulí 
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Bakteriální buňky byly v tomto případě vystaveny nejextrémnějšímu 
hyperomosmotickému prostředí, kdy byly buňky po dobu 3 hodin  ponechány v PBS pufru 
o koncentraci 200 g/l NaCl. Stejně jako ve dvou předchozích případech nastává i zde u PHB 
neprodukčního kmene vlivem hyperosmotického prostředí plazmolýza.  
Na snímku vlevo u PHB produkčního kmene je možné pozorovat zajímavý jev, kdy téměř 
u všech buněk došlo ke zcelení PHB granulí v jeden útvar. Je pravděpodobné, že agregace 
PHB granulí při vysokém osmotickém tlaku je spojena s částečnou krystalizací PHB, tak jak 
byla pozorována pomocí Ramanovy spektroskopie. Agregace PHA granulí pak umožňuje 
vznik protáhlých vláken pozorovaných pomocí Cryo-SEM. Pro lepší znázornění agregací 
granulí je na obrázku 21 uveden detail pozorování pomocí TEM. 
 
      
 
Obrázek 21: Detail snímků kmene C. necator H16 v hyperosmotickém prostředí 
 (200 g/l NaCl) 
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4.3.9 Fluorescenční mikroskopie 
Pro měření na fluorescenčním mikroskopu byly použity kmeny C. necator H16 
a C. necator PHB-4 vystavené izoosmotickému a hyperosmotickému prostředí (200 g/l 
NaCl). Jako fluorescenční sonda byla využita Nilská červeň. Jelikož v tomto případě nedošlo 
k permeabilizaci buněk působením 20% ethanolu, nepronikla Nilská červeň do PHB granulí, 
ale vybarvila buněčné obaly, především pak cytoplazmatickou membránu. Nilská červeň je 
hydrofobní sonda, jejíž oranžová fluorescence je zhášena vodou. 
 
Tabulka 7: Hodnoty časové konstanty τ u kmene C. necator H16 a C  necator PHB-4 
kmen obsah soli Ԏ [ns] 
C. necator H16 
bez NaCl 4,220 ± 0,020 
200 g/l 4,294 ± 0,004 
C. necator PHB-4 
bez NaCl 4,260 ± 0,027 
200 g/l 3,885 ± 0,015 
 
U kmenů C. necator H16 a C. necator PHB-4 byla porovnávána časová konstanta τ. Po 
vyhodnocení výsledků bylo zjištěno, že tato konstanta dosahovala u obou kontrolních vzorků 
velmi podobných hodnot. U kmene obsahujícího PHB granule s obsahem 200 g/l NaCl se 
časová konstanta τ v porovnání s kontrolním vzorkem pouze nepatrně zvýšila. Významný 
rozdíl naměřených hodnot τ byl však prokázán u neprodukčního kmene kultivovaného 
v 200 g/l NaCl vzhledem ke kontrolnímu vzorku, kdy došlo k poklesu ze 4,260 ± 0,027 ns na 
3,885 ± 0,015 ns. Tento významný pokles doby života fluorescence u PHB neakumulující 
bakterie exponované osmotickému stresu je možné interpretovat jako makerpoškození 
membrány. Sonda zachycená v cytoplazmatické membráně byla méně stabilní 
a pravděpodobně byla částečně exponována vodě, což vedlo k poklesu doby života 
fluorescence. U buněk akumulujících PHB nebyl tento trend pozorován, což dokládá, že 
přítomnost PHB granulí má (pravděpodobně v důsledku omezení plazmolýzy buněk) 
ochranný účinek a brání poškození cytoplazmatické membrány při expozici buněk 
osmotickému šoku. Výsledky dosažené v této kapitole jsou v souladu s výsledky cytometrické 
analýzy viability bakteriálních buněk pomocí průtokové cytometrie fluorescenční sondy 
propidium jodidu (viz kapitola 4.3.3). 
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Obrázek 22: Snímek z fluorescenčního mikroskopu kmene C. necator H16 v prostředí bez 
NaCl (vlevo) a v prostředí 200 g/l NaCl (vpravo). 
 
 
 
 
Obrázek 23: Snímek z fluorescenčního mikroskopu kmene C. necator PHB-4 v prostředí 
bez NaCl (vlevo) a v prostředí 200 g/l NaCl (vpravo). 
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5 ZÁVĚR 
 
 Cílem diplomové práce bylo studium odolnosti bakterií vůči vybraným stresovým 
faktorům. Jako modelový organismus byl použit bakteriální kmen C. necator H16 a jeho 
PHB neakumulující kmen C. necator H16/PHB-4.  
 
 Parciálním úkolem diplomové práce bylo také porovnání submerzní kultivace a kultivace 
na pevném médiu u kmene C. necator H16. Testováním bylo dokázáno, že dynamika 
růstu submerzní kultury a kultury na pevném médiu je velmi podobná. Tohle zjištění je 
velmi zajímavé z toho pohledu, že u kultury na pevném médiu nedocházelo 
k promíchávání, a proto zde můžeme předpokládat výraznou limitaci kyslíkem a také 
ostatními nutrienty přítomnými v médiu. Při kultivaci na pevném médiu bakterie 
vyprodukovaly více PHB než při submerzní kultivaci, což bylo zřejmě způsobeno 
limitací kyslíkem. Pozitivní vliv mohla mít na vyšší produkci PHB také výraznější 
limitace zdrojem dusíku a/nebo fosforu, která může být u kultivace na pevném médiu 
také předpokládána. 
 
 Při studiu teplotního stresu, kdy byl PHB akumulující kmen vystaven 5 různým teplotám 
po dobu 24 hodin, nedošlo k žádné významné změně obsahu PHB. Také průtokovým 
cytometrem bylo zjištěno, že rozdíl mezi počtem živých buněk u teplot do 4 °C byl 
minimální, z čehož můžeme usoudit, že C. necator H16 má dobrou odolnost vůči 
teplotám do 4 °C. Pouze u buněk, které byly mraženy, dochází k výraznějšímu poklesu 
z původních 99 % na 92 %. Barvení buněk Nilskou červení podporuje výsledky plynové 
chromatografie a dokládá, že buňky exponované nižším teplotám než je optimální růstová 
teplota PHB výrazně neakumulují, ale ani nedegradují. 
 
 Průtokovou cytometrií bylo zjištěno, že kmen C. necator H16 vykazuje vyšší odolnost 
v hyperosmotickém prostředí než jeho PHB neakumulující mutantní kmen. Největší 
rozdíl viability těchto dvou kmenů nastal při expozici ve 200 g/l NaCl, kdy byl počet 
živých buněk u kmene C. necator H16 stanoven na 94,2 %  a u kmene C. necator PHB-4 
na pouhých 22 %. 
 
 S rostoucí koncentrací NaCl, které byly bakteriální buňky vystaveny, se zvyšuje obsah 
PHB v sušině. Nárůst obsahu PHB v buňkách lze vysvětlit jako parciální lyzi buněk, ke 
které dochází po jejich převodu z hyperosmotického prostředí do hypoosmotického 
prostředí. K tomuto kroku zřejmě došlo během promývání buněk před sušením 
a následnou GC-FID analýzou, což ve výsledku vedlo k „falešně“ navýšenému obsahu 
PHB v bakteriální kultuře.  
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 Vlivem hyperosmotického stresu došlo k parciální krystalizaci původně amorfních PHB 
granulí, což dokládají výsledky Ramanovy spektroskopie, konkrétně pík odpovídající 
PHB, jehož maximum se nachází v 1740 cm-1. U tohoto píku dochází se zvyšující se 
koncentrací NaCl k poklesu intenzity signálu a mírnému naklonění píku doleva, což je 
důkaz parciální krystalizace intracelulárních PHB granulí. 
 
 Obsah intracelulární vody stanovený u PHB neakumulujícího kmene, který byl 
exponován v izoosmotickém a hyperosmotickém prostředí s 200 g/l NaCl, vykazoval 
velmi výrazný rozdíl. Naopak u PHB akumulujícího kmene je rozdíl mezi těmito dvěma 
podmínkami expozice poměrně malý. Z výsledků lze usuzovat, že u PHB 
neakumulujícího kmene došlo vlivem vysoké koncentrace NaCl k narušení stěny 
a následné dehydrataci.  
 
 Snímky pořízené skenovacím elektronovým mikroskopem dokládají anomální vlastnosti 
intracelulárních PHB granulí z prostředí 100 g/l a 200 g/l NaCl. V tomto prostředí jsou 
granule PHB zřejmě vlivem osmotického stresu při sublimaci vody v rámci přípravy 
vzorku pro analýzu deformovány do formy protáhlých vláken. Tvrzení, že se jedná 
o PHB granule, nám také dokládá pozorování u PHB neakumulujícího kmene, u něhož 
nebyla tato zmíněná anomálie za žádných podmínek pozorována. Stejně tak nebyl tento 
jev pozorovám ani u PHB akumulujícího kmene v prostředí izoosmotickém 
a hyperosmotickém s 50 g/l NaCl.  
 
 Podle výsledků transmisní elektronové mikroskopie podléhají bakteriální buňky kmene 
C. necator PHB-4 v prostředí s 50, 100 a 200 g/l NaCl plazmolýze, v jejímž důsledku 
dochází ke smrštění cytoplazmy. Pozorování u kmene C. necator H16 vede k velmi 
zajímavému zjištění, neboť buňky v hyperosmotickém prostředí plazmolýzu nevykazují 
nebo je výrazně méně intenzivní. Expozice buněk v hyperosmotickém prostředí s 200 g/l 
NaCl způsobuje agregaci intracelulárních PHB granulí. Lze předpokládat, že agregace 
PHB granulí při vysokém osmotickém tlaku je spojena s parciální krystalizací PHB, tak 
jak byla pozorována pomocí Ramanovy spektroskopie. Agregace PHB granulí pak 
pravděpodobně umožňuje vznik protáhlých vláken pozorovaných pomocí Cryo-SEM. 
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7 ZKRATKY 
 
FM fluorescenční mikroskopie 
Q8 ubichinon-8 
ORF otevřené čtecí rámce 
MCL medium-chain-lenght  
PHA poly(3-hydroxyalkanoáty) 
PHB  poly(3-hydroxybutyrát) 
ROS  reaktivní forma kyslíku 
RNS  reaktivní forma dusíku 
TEM  transmisní elektronová mikroskopie 
SEM  skenovací elektronová mikroskopie 
SCL   short-chain-lenght  
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Obrázek 24: C. necator H16 v izoosmotickém prostředí 
 
 
 
Obrázek 25: C. necator H16 v hyperosmotickém prostředí (50 g/l NaCl) 
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Obrázek 26: C. necator H16 v hyperosmotickém prostředí (100 g/l NaCl) 
 
 
 
Obrázek 26: C. necator H16 v hyperosmotickém prostředí (200 g/l NaCl) 
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Obrázek 28: C. necator PHB-4 v izoosmotickém prostředí 
 
 
 
Obrázek 29: C. necator PHB-4 v hyperosmotickém prostředí (50 g/l NaCl) 
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Obrázek 30: C. necator PHB-4 v hyperosmotickém prostředí (100 g/l NaCl) 
 
 
 
Obrázek 31: C. necator PHB-4 v hyperosmotickém prostředí (200 g/l NaCl) 
 
 
